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論 文 内 容 要 旨
序 論
分子 マー カー と形質 の対応 関係 を利用す る遺伝地 図解 析法 は,タ ンパ ク質 を直接単
離 ・同定せ ずに遺伝子探索 を行 う方法 として近年利用 され ている.こ の遺伝子探索法は,
これ まで ヒ トにおいて遺伝病 の原 因遺 伝子の特定に利用 され,植 物育種分野 のイネや動
物 育 種 分 野 の ウシな どで は産 業有 用 形質 の量的形 質遺伝 子 座(QTLs:quantitative
traitloci)の 探索 にお いて大きな成果 を上げてい る.し か し,水 産分野で はこれまで
の成 果が ない.そ の理 由 として,水 産有用種 は,動 植 物 と異な りこれ まで主 として天然
資源 に依存 し七きた ため育種の歴 史が短 く,広 く認知 され遺伝的 に確 立 された系統が作
出 ・管理 され ていなかった とい うこと,種 が多様 に存在す るとい うこ と,ま た,分 析す
るための分子マ ーカー が十分 に開発 され ていない とい うことな どが考 え られ る.そ のた
め,今 後 のQTLs解 析 を水 産育種に応 用 を してい くには,ま ず,分 子 マーカー を開発 し,
遺伝様 式が確立 され た系統 を用い解 析 を進めてい く必要 がある.
本研 究で は,最 初 に系統がす:でに確 立 され ライフサイ クル が短 いグ ッピーをモデル魚
に選択 し,解 析 の単純化 を図 り方法 の検討 を行 った.さ らに産業有用種 であ うアユ とニ
シキ ゴイ を用いて これ らの解析 を応用す ることか ら水産分野へ の展開を試み,今 後 の遺
伝地 図の利 用法 につ いて考案 した.
第1章 グ ッ ピー にお け るマ イ ク ロサ テ ライ トDNAマ ー カ ー一の 開発 と変 異 性
グ ッピーは,こ れ まで量的形質な どの育種学的研究のモデル と して利用 され,多 くの
遺伝学的知 見が得 られ てい る.遺 伝地図 を用いて量 的形質 をさらにゲ ノムレベルで検証
してい くためには,多 くのDNAマ ーカーを必要 とす る。しか し,こ れ まで グッピーにっ
いて,分 析 に十分 な数 のマーカー が開発 され ていない.本 章では,グ ッピー のマイクロ
サテ ライ トDNAマ ーカー の開発 と有用性 の検討 を行 った.
合計630の 陽性 コロニーか ら62の プライマーを設計 し,マ ーカー として の有効性 を
検討 した結果,42の プライマー が有効 であった.ま た,既 存の7プ ライマー を含めて
国内 の野 生化個 体を もとに合計49プ ライマー によ り変異性 を評価 した結 果,各 プライ
マーで検 出 され たア リル数 は2-7で あ り(平 均ア リル数3.53),平 均ヘテ ロ接合 体率 は,
龍 が0.351と θbが0.393で あった(表1).こ れ らの値 は,こ れ まで報告 されている他
の魚類 自然集団 に比べ低 い値 であった.今 後,詳 細 な検討 は必要 であるが,こ れ ら新た
ら しく開発 され たマイ クロサテ ライ トDNAマ ーカーは,量 的形質の連鎖解析お よび系統
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や近交弱勢の評価に有効であると考えられた.
表1.本 章 で分 析 に 用 い られ た グ ッ ピー の49マ イ ク ロサ テ ラ イ ト㎝Aプ ラ イ 々 一(〃 θオー1'》15ま で が 既 存,〃 θオ「20'》81ま
で が 新 親 の プ ラ イ マー)
マーカー座 アリル数 亀
Ge曲 】止















































































































































































































































































































































































































































































































































































































第 皿章 グ ッピー3家 系 を用 いた連鎖 地図作成 の検 討
分子マーカーを用いて量的形質の遺伝様式を明 らかに してい くためには,ゲ ノム中に
広 く散在す る多 くのマーカーが必要である.マイクロサテライ トDNAマ ーカーは共優性
であり,変 異性が高く,ゲ ノム中に広く散在することか ら連鎖解析に有効なマーカーで
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あ る と考 え られ る.第1章 では,49の マイ クロサテ ライ トDNAプ ライマー を検討 した
が,本 章 では,3家 系 を用いて これ ら評価 されたマーカー と既報 の7つ のマイ クロサテ
ライ'トDNAマ ー カー による連鎖地 図の作成 を試 み た.
合計42マ ーカーにおいていずれ かの家系で変異が得 られ,各 家系で変異 の検出 され
たマーカー数は9か ら28で あ った,系 統間交配 に よる親魚 を用いた家系では,変 異の
検出 されたマーカー座数 が最 も多 く,こ の よ うな交配 を利用す ることは本研 究室の グッ
ピー の連鎖解析 において有効 な方法 であ る と考 え られ た.ま た,マ イ ク ロサテライ ト
DNAマ ーカ"に よ け作成 された連鎖 地図は,6つ の連鎖群 で構成 され,17マ ーカー座 が
連鎖 した(図1).量 的形質遺伝子座 の探 索 を行 ってい くためには,さ らに多 くのマーカ
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図1.グ ッピー3家 系を用いて作成 されたマイクロサテライ トDMマ ーカー座の連鎖地図.
第皿章 グッピーの連鎖 地図作成 と性お よび体色決 定遺伝子に連鎖 したDNAマ ー
カー座 の探 索
ゲノムレベルで連鎖解析を行 うには,非 常に多 くのマーカーを必要とす る.AFLP(増
幅断片長多型)分 析は,一 操作で容易に再現性のある多くのマーカーを検出す ることが
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で きる効率的 な方法 であ る.一 方,グ ッピーは体色,模 様,鰭 形態 な どに多 くの形態的
特徴 をもちポ ピュラー な観 賞魚 として知 られ てい る.雌 雄 で形態 が異 な り,こ れ らの特
徴 を決定す るい くつ かの遺伝 子は,性(オ ス)決 定遺伝子 に密接 に連鎖 してい ると示唆 さ
れてい る.ま た,性 決 定様 式 は,XY一 決定様 式 と考 え られてい るが,こ の性決定遺伝 子
の明確 な位置 は示 され てい ない.本 章で は,マ イ クロサテ ライ トDNAマ ーカーお よび
AFLPマ ーカー を用いて,連 鎖 地図 を作成す るとともに性お よび体色決定遺伝子 に連鎖
す るマー カー座 の探 索 を試 み た.
変異の検 出 され た各 マーウー に基づ き(F×S3)オ ス とY2メ スの連鎖地図 を作成 した.
連鎖解析 の結果,オ スでは合計125の マーカー を解析 に用い,そ の うち109の マーカー
座 が連鎖 した24連 鎖群 で構成 され総延長 は376.2cMで あった.メ スでは合 計55の マー一
カー を用 い,そ の うち34マ ー カー座 が連鎖 した15連 鎖群 で構成 され総延長 は167.5cM .
であった.ま た,連 鎖 地図上 で性お よび体色決定遺伝子 に連鎖 したマーカー座 が確認 さ
れ,こ れ らはそれ ぞれ別 々の連鎖群 に属 した(図2).こ のこ とか らグ ッピーの性お よび
体色(ゴ ールデ ン)の 決定 には,そ れぞれひ とつの領域 が大 き く関与す ることが示唆 さ
れた.さ らに,性 に連鎖 したAFLP朋 α6218マ ーカーついては他 系統 にお いて も性(オ
ス)と の関連性 を示 したこ とか ら,こ のマーカー座 は性染色体 を特 定す る上 で有効なマ
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図2.グ レー/ゴ ールデン体色決定逡伝子に運鎖 したマイクロサテライ ト㎜ ∫ケθた細 こおける泳動像
(上)お よび性決定遺伝子に蓮鎖 した朋 伽0218マ ーカーにおける泳動像(下).
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第IV章 グ ッピーの体長 お よび脊 椎 骨数 の家 系間 差 と量 的形質遺 伝座 の探 索
グッピーは,こ れまで系統内および系統間交配によ り体長 と脊椎骨数について遺伝的
差異が示されている.し か し,こ れ らの形質がどのよ うな遺伝様式に基づき決定されて
いるか明 らかにされていない.本 章では,2系 統間の交配を行い,各 家系間における遺
伝的差異を検証することか らこれ らの遺伝様式を評価 した.さ らに,連 鎖地図を用いて
これ らの量的形質に関連す る遺伝子座の探索を試みた.
分析の結果,体 長については性差が明確に現われため,雌 雄別に分析を行った(表2).
体長の遺伝率}ま雌雄で異なり,メ スでは0.444,オ スでは0.729で あった.体 長には性
差があり,さ らに2系 統間の系統差 とオスはこの系統差が明確であることから,常 染色
上に少なくとも1つ,性 染色体上には少なくとも2つ 以上の体長決定に関与する遺伝子


























































































































































































































第V章 水 産 有用種 にお け る遺伝 地 図の利 用 と応用
第V章 では,ア ユおよびコイの産業有用種を供試魚に用いて遺伝地図に基づいた解析
を試みた.
第 一 節 ア ユ のDNAマ ー カ ー 連 鎖 地 図 作 成
アユ は 日本 の重要な淡水魚 の一種 であ り,毎 年,全 国各 地で毎年多 くの種苗 が作出 さ
れてい る.特 に養殖 を 目的 と した種 苗 には,養 殖系統 として選 抜育種 によ り作 出され た
高成長率 のよ うな形質 をもつ 系統や クロー ン系統が作出 され てい るが,遺 伝形質 を明確
に現 した系統 は現在 の ところほ とん ど存在 してお らず,ま た,量 的形質 に関す る遺伝様
式 につ いて も明 らか に され て いな い.第 一節 では,最 初 としてアユ を用 い たDNAマ ー カ
ー の連鎖地図作成 を試 みた.
連鎖解 析の結果,ア ユ にお け る連 鎖地 図は36連 鎖群で構成 され,総 延長 は1659.6cM,
平均間隔が11、6cMで あった(図3).マ ーカー座はゲノム 中を一様 に散 在 し,こ の地図
はゲ ノム全 体のおお よそ80%を カバー した ことが推定 され た.ア ユ にお いて も,DNAマ
ーカー によ り広範 囲 の染 色体 情報 を必 要 と した連鎖 地図を効 率的 に作成 す るこ とが可
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第 二 節 ア ユ の性 連 鎖 マ ー カ ー座 の 探 索
一般的 に魚類 の性 は遺 伝的 に決定 されてい ることが多 い と考 え られ てい るが
,体 サイ
ズによる性転換や 単一性 な どさま ざま性決 定機構 が存在す る.ま た,性 は産業 に重要 な
形質 の一 つであ る.ア ユ は雌雄で性染色体 の形態的分化 が認 め られてお らず,性 決定様
式につい て も明 らかにされていない,第 二節 では,連 鎖解 析 を用 いてアユ の性決定遺伝
子 に連鎖す るマーカー座 の探索 を試 みた.
半同胞集 団の3家 系 を用 いた連鎖解 析の結果,AFLPマ ー カー座 と性 の連鎖 が確認 さ
れた.各 家 系において性決定遺伝子 に連鎖 したマー カー座数,地 図的距離 は さま ざまで
あったが,合 計5っ の性連 鎖マーカー座 が検 出 され た.そ の うち,〃7-141マ ーカー座
は,連 鎖地 図上 で3家 系 に共通で近傍 に連鎖 した(図4).他 の天 然個体群 について も雄
個体で は,〃 匹141マ ーカー が検出 された ことか ら(図5),こ のマーカー座 は,雄 アユ .












　噂 。 韓.罐 謹 蝿 錨 蹴 構 ♪ 露yウ 4^、 証 翌 頴
図4.半 同胞集団の3家系において性決定遺伝子と連 図5.〃 み141マ ーカー座についてさらに天然個体を用い
鎖が確認 され た各連鎖群.て 評価 した結果.同 様に関連性 を示 した.
第 三節 遺伝 地 図 を用 い たニシ キ ゴイ非還 元 卵産 出 の証 明
魚類では単為発生や倍数体を作出する際に染色体操作法を利用するが,こ れ らの操作
法に基づき目的 とする供試魚が作出されたか否かについてこれまで詳細に評価 されて
いない.本 研究では,ニ シキ:ゴイの卵にUVを 照射 しDNAを不活性化 させたマ ゴイの精子
の媒精により,2つ 方法により温度処理を加え作出 した雌性発生2倍体(前 期処理区:第
二極体放出阻止型 ・後期処理区:第 一卵割阻止型),マ ゴイのオス親魚 と正常交配 した
F1および無処理区(半 数体区)を 用いて,AFLPお よびマイクロサテライ トDNA分析に基
づき詳細に検証することを試みた.
一385一
前期処理区,後 期処理区お よび無処理区では艀化率は5%未 満 と低 く,こ れ ら3つの雌
性発生実験区ではマゴイのDNAは 確認 されずUVに よる精子のDNAの不活性化が証明 され
た.マ イクロサテライ トDNAマーカーにおけるア リル型の分離比から前期処理区と正常
交配区については各ア リル型の出現率に異常は検出されなかった.こ のことか ら,正 常
交配区における異系交配F、の存在 と前期処理区における第二極体放出阻止型個体の出
現が証明された.し か しながら,後 期処理区では通常は完全なホモ接合型個体が作出 さ
れるが,予 想 される結果とは異な りすべてのマーカー座 において高頻度でヘテロ接合型
の個体が出現 した(図6).ま た,無 処理区においても正常に発生す る個体が出現 し,各































適切 な処理 が行 われ ていない個体 が出現 してい ることが示唆 された.さ らに各ア リル 型
の出現 率か ら詳細 に分析 した結果,後 期 処理 区 と無処理 区では第二極 体放出阻止型個 体
の結果 とは大 き く異 な り,後 期処理 区 と無処理 区にお け る組換 え率は第一極 体放 出阻止
型 にお ける組 換 え率 に類似 した.そ こで この組換 え率算 出式 に基づき動原体地 図作成 し
た ところ,適 切 な座位が算 出 され,第 一極体放出阻止型個体 と同様 の出現パ ター ンで あ
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るこ とが明 らか となった(図7).以 上 のことか ら,後 期処理 区お よび無処理 区 において
生残 した個 体 は,第 一極体 が阻止 され た非還元卵がDNAの 不活性化 された精子 に よ り誘
起 され,出 現 してい るとい うことが示唆 された.こ の第一極 体放 出阻止型個体 は,第 一
卵割阻止型や 第二極 体放 出阻止型個体 に比べ,F1世 代 でメス親魚 にゲノムタイプが非常
に類似す ることか ら,今 後,人 為 的な コ.ントロールが可能 となれ ば優 良個体(ニ シキゴ

































































図7.マ イクロサテライ ト洲Aマ ーカーに基づいた4っの動原体地図.A:既 存の地図,B:本 研究の




第VI章 総 合 考察
本研究では,DNAマ ーカーによる遺伝地図とい う研究ツールを用いて今後の水産育種
への応用性の検討を行った.最 初にモデル魚を用いて基礎的実験を行 うことか ら展開 し,





また本研究では,遺 伝地図とい う解析ツールを用いて育種学的研究を展開 した.し か
し,水 産分野には多様に生物種が存在 し,い まだ解明されていない生物学的現象 と課題
が多 く存在す るため,無 限に広がるフィール ドであるといえる.い まのところ分子マー
カーの情報は不十分であるが,そ の一方で技術向上に伴なったマーカー情報の急速な勢
いでの増加が見込まれ,今 後,こ の解析の効率向上も期待 される.そ のため,遺 伝地図
を用いたゲノムレベルの解析は,育 種学的研究の解析ツールのみならず,さ らに進化学
的,生 理学的,形 態学的,集 団遺伝学的,行 動学的研究などに利用できる幅広い解析ツ
ールであ り,今 後,水 産分野におけるこれ らの研究を前進 させ る上で大いに貢献するこ
とが期待 され る.
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論 文 審 査 結 果 要 旨
水産育種分野 にお いては,系 統作 出,分 子マーカー の開発,遺 伝形質 の評価 法な どの技術開発 の蓄
積が少 な く,分 子 マーカー と形質 の対 応関係 を利用す る遺伝地 図解 析法お よびQTLs解 析 に関す る研
究は遅れてい る。本研究 は,実 験動物 と して利用可能 なグ ッピー,産 業有用種 であ るアユお よび ニシ
キゴイ において分子 マーカ ーの開発,遺 伝 子連鎖解析 お よびQTL解 析 を試み,今 後 の水産 育種分野
にお ける遺伝地 図 とQTL解 析の応用性 について検討を加 えたものである。
まず,グ ッピー にお けるマイ クロサ テ ライ トDNAマ ー カー の開発 を試 み,630の 陽性 コ ロニーか
ら62の プ ライマー を設計 し,そ れ らの内42プ ライ マーがマーカー として有効 である こ とを確認 して
い る。国 内の野生化標本群 を材料 とし,既 存 の7プ ライマー を含 めて合計49プ ライ マー に基 づ く調
査 で は,変 異性 指標 は比 較的低 い こ とが判 明 した(ア リル 数は2-7,平 均3.53,平 均ヘテ ロ接 合体
率 はHeが0。351,Hoが0.393)。 しか し,こ れ らのマー カーは,使 用す る系統 に よ り連鎖解析 お よび
QTL解 析 において十分 な変異 レベル にあるこ とを明 らかに した。
つ ぎに,マ イ クロサテ ライ トDNAマ ー カーお よびAFLPマ ー カー を用い て,グ ッ ピー の連鎖地 図
を作成す る とともに性 お よび体色決 定遺伝子 に連鎖す るマーカー座 の探 索を試み,オ スでは合 計'125
のマーカーの うち109の マーカー座 が連鎖 し,24連 鎖群の総延長 は376.2cMで あるこ と,メ スでは合
計55の マー カー の うち34マ ー カー座 が連鎖 した15連 鎖群 で構成 され,総 延長 は167.5cMで あ る と
した。また,連 鎖地図上で性お よび体色決 定遺伝 子 に連鎖 したマー カー座 が確 認 され,こ れ らはそれ
ぞれ別 々の連鎖群 に属 している ことを解 明 した。 さ らに,グ ッピーの2系 統 間の交配 を行い,体 長お.
よび脊椎 骨数の家系間差 と量 的形質遺伝 子座 の探索 を試み,体 長 の遺伝率 は雌雄 で異な り,メ スで は
0.444,オ スでは0.729で あ り,脊 椎 骨数 につ いて は,遺 伝率 は0.275で ある とした。体長 には性 差が
あ り,常 染色上に少 な くとも1つ,性 染色体 上には少 な くとも2つ 以上 の体長決定 に関与す る遺伝子
の存在 を認めた。
つ ぎに,産 業有用種のアユお よびニ シキゴイ を供試魚 とし,遺 伝地 図に基づい た解析 を試みてい る。
アユの連 鎖地 図の解析 の結果,36連 鎖群 を検 出 し,そ れ らの総延長 は1659.6cM,平 均 間隔が11.6cM
であ り,こ の地 図はゲノム全体 のおお よそ80%を カバー した としてい る。つ ぎに,性 決定遺伝 子 に連
鎖す るマー カー座 の探索 で は,ア ユの半 同胞集 団 において,D7-141マ ーカー座 が連 鎖地 図上で3家
系 に共通 であるこ と,ま た,D7-141マ ーカーは天然個体群 の雄個体 にも特異的 に検出 され るこ とか ら,
このマー カー座 は,雄 アユの性決定遺伝 子 に連鎖す る特 有のマーカー座 であ ると結論 した。
ニシキゴイ においては,正 常二倍体 と雌性発生二倍体 を用いてマーカー遺伝子座 の連鎖地 図お よび
遺伝子 ・動原体地 図を作成 し,通 常 の減数分裂 に よる成 熟卵のほか非還元卵 が産 出 され ることを証明
してい る。供試魚 と して,ニ シキ ゴイ の卵 にUVを 照射 しDNAを 不活性化 させ たマ ゴイ精子 に よ り
媒精 したのち温度処理 を加 えるこ とによ り二種類の雌性発 生2倍 体(前 期処理 区:第 二極体放出阻止型 ・
後期処理 区:第 一卵割 阻止型)を 作 出 した。後期処 理 区で は通常,完 全 なホモ接合型個体 が作出 され
るが,予 想 され る結果 とは異な り,す べて のマー カー座 において高頻度でヘテ ロ接合型 の個体 が出現
した。各 ア リル型 の出現 率を詳細 に分析 した結果,後 期処理 区 と無処理 区にお ける組換 え率 は第 一極
体放 出阻止型 において期待 され る組換 え率 にほぼ一致す ることか ら,後 期処理 区お よび無処理 区にお
いて生残 した個体は,第 一減 数分裂 が阻止 された非還元卵 か ら発生 した二倍体 である と結論 した。
本研 究 は,実 験 魚 として の グ ッピーお よび産業種 としてのアユ お よび ニシ キゴイ を研究 材料 とし
遺伝地 図に基づ いた連鎖解析 を試み,こ の手法 が経 済形質 な どに連鎖す るマー カー座 の検 出手法 とし
て の有効性 を解 明 した。 この手法 によ り得 られ る情報 は,今 後,水 産育種 におい てマ ーカー支援選 抜
(MAS)育 種 への展 開に道 を拓 くもの として高 く評価 され る。 よって,審 査員一 同は,こ れ を博士(農
学)の 学位 を授 与す るに値 す るもの と判 定 した。
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